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(54) Verfahren zur Immobilisierung biologischer Komponenten in einer Polymermatrix sowie 
Biosensoren unter Verwendung derartiger Immobilisate 



(57) Bel einem Verfahren zur Immobilisierung von 
biologischen Komponenten, vorzugsweise von Enzy- 
men, in einer Polymermatrix, wird vorgeschlagen, daB 
zumindest eine blobgische Komponente mit einem was- 
serloslrchen oder in Wasser ohne Hitfsmittel emulgierba- 
ren Prapolymer vermischt wird, welches eine zumindest 
Dber weite Sequenzen unpolare Hauptkette aufweist, an 
watcher direkt oder in Seitenketten polare, hydrophile 
Gruppen anhaften, und da3 das mit der biologischen 
Komponente vermischte Prapolymer bei Temperaturen 
von Raumtemperatur bis 70*^0, vorzugsweise bis 40f C 
uber vernetzungsfahige Gruppen nach Abdunsten des 
waBrigen Losungsmittels zu einer dreidimensbnal ver- 
netzenden, hydrophoben Polymermatrix reagiert. in wel- 
che die biobgische Komponente eingebettet ist. 
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Beschreibung 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur )m- 
mobilisierung von blologischen Komponenten, vorzugs- 
weise von Enzymen, in einer Polymermatrix, auf ein mit 
diesem Verfahren hergestelltes Immobilisat, sowie auf 
Biosensoren unter Verwendung dieses tmmobillsates. 

Fur die Inrtmoblllsierung von Enzymen sowie ande- 
ren reaktiven brologlschen Komponenten und die damit 
verbundene Nutzbarmachung in diagnostischen Sen- 
sorelementen gibt es eine Reihe von Methoden, die im 
folgenden kurz dargesteitt werden. 

Folgende Immobitisierungsmethoden sind bis dato 
bekannt und werden je nach Art der Problemstellung 
technologisch genutzt: 

A) Immobilisierung der biologischen Komponenten 
durch chemische Bindung 

1) an ein Tragenmaterial 

2) durch Quen^ernetzen mit bif unktionellen Ver- 
netzem 

3) in Polymernetzwerken 

B) Adsorptive Bindung der biologischen Komponen- 
ten an aktiven Oberfiachen 

C) Immobilisierung der bbbgischen Komponente 
durch physikalische Einbettungsverfahren 

D) Hybridvertahren 

Im folgenden wird nur auf die verschiedenen Metho- 
den der Immobilisierung durch physikalische Einbettung 
gema8 Punkt C) in puncto Attraktivitat sowie verfahrens- 
immanenter Problematik naher eingegangen, da die vor- 
iiegende Erfindung in diesem Berebh einzuordnen ist. 

Bei dieser Art der Immobilisierung werden bk)k>gi- 
sche Komponenten z. B. Enzyme, in makroskopischen 
bis moiekularen Cavitaten einer Einbettungsmatrix ein- 
gebracht. 

Folgende Methoden sind bekannt: 

a) Eintagerung eines Enzymes zwischen zwei fur 
das Enzym impermeablen Membranfolien (z.B.Cel- 
lophan). 

b) Bereitung einer Emulston von Enzymlosungen in 
einem vemetzbaren Polymer - die Enzymlosung 
liegl nach dem Vernetzen in der Polymermatrix in 
Tropfchenform vor. 

c) Enzymkrislallsuspension in vernelzten bzw. nicht- 
vernetzten Polymeren. 

d) Enzymmikrodomanen in einem nichlvernetzlen 
Polymer, herstellbar durch Losen von Enzymen in 
Polymcr-Wasser-Latices. wobei das zumeist hoch- 



molekuiare Polymer durch Zusatz von weichma- 
cherahnllchen Verfilmungshilfen beim Trocknen zu 
einer weitgehend, von Enzym-Mikrotropfchen 
durchsetzten, homogenen Thermoplastschfchte 
s umgewandelt wird (siehe beispielsweise Polymerdl- 
spersion in WO 89/07139). 

e) Inkorporierung der biologischen Komponente 
durch Migration in eine gequoltene Harzmatrix (Poly 

10 HEMA, Polyacrylamldvemetzt) 

f) Inkorporierung der bk)k>gischen Komponente 
durch Polymerfallung in einem waBrigen 
Enzym-Polymersystem 

IS 

g) Immobilisierung der bbloglschen Komponente 
durch Einbringen von Enzymen in ein durch Poly- 
merisation vernetzbares wasserlosliches Hydrophil- 
polymer (z. B. UV-hartender Polyvinylalkohol) 

20 

h) Einkapselung der biologischen Komponente in 
Nanokapsein sowie Zellghosts etc. 

Diese Verfahren haben je nach Anwendung und Art 
2S der biologischen Komponente Vor- und Nachteile. Als 
generelt nachteilig erwiesen sk:h fur: 

a) Abdichtproblematiken sowie homogene Enzym- 
verteilung im Spalt, Fixierung am Transducer sowie 
30 Abhangigkeit von Folieneigenschaften 

b,c) Inaktfvierung der Enzyme durch Vernetzungs- 
hilfen wie Katalysatoren, Monomere u. a., femer 
sind die fur die Einbettung in Frage kommenden 
35 Polymermaterialien fur hydrophile Substrate 
schlecht permeabel. 

d) Fur diese Art der Immobilisierung gelten die sel- 
ben Nachteile wie in b) und c) angefuhrt, ferner 

40 kommt es bei Langzeitflusslgkontakt zu einer mehr 
Oder weniger starken Reversion des Verfitmungs- 
prozesses, d. h. die Potymerschchle vertrubt sich, 
wird fur das Biopolymer permeabel und wandetl sich 
in weiterer Foige wieder in eine Latexsuspensbn 

45 um. 

e,f) Die Quellung begunsttgende Losungsmittet f Oh- 
ren in der Regel zu einer Enzyminaktivierung bzw. 
da derartige Polymere von Haus aus polar sein mus- 

50 sen, besitzen sie selbs! im Wasser eine in Bezug auf 
Enzymmigralion nich! unbedenkliche .Quellung. Da 
es sich bei den hiofur verwendeten Polymeren um 
nichtvernetzte Sysleme hnndell, trill Migration 
berells durch Umorlcntlerung der Molekulketten im 

55 - Zuge einer Matrixrelaxation ein. 

g) Die fur die Vernet/ungsreaktion benotigten Radi- 
kalbildner bzw. die fur den Start der Vernetzung 
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benutzte energiereiche Strahtung fuhrt zu etner star- 
ken Beeintrachtigung der Enzymaktivitat. Die in die- 
sem Zusammenhang bisher bekannten hydrophilen 
Polymere - es handett sich dabei vor allem um modi- 
fizierte Polyvinylalkohole - besitzen selbst im ver- 
netzten Zustand eine extrem starke Quellung, ferner 
ist der Vemetzungsgrad vom Wassergehalt des 
Enzymprapolymerfilms abhanglg. 

h) Diese Verfahren sind zwar literaturbekannt, erfor- 
dem jedoch einen hohen technotogischen Aufwand. 

Langzeitstabile Biosensoren benotigen Enzym- 
schichten, die zum einen eIne hohe Aktlvitat besitzen, 
zum anderen eine gute Stabilitat in Bezug auf NaBlage- 
rung aufweisen. Dennnach ergibt sich fur die Immobili- 
sierung bbk>gischer Komponenten folgender Forde- 
rungskataksg: 

1) Einbringbarkeit groBer Mengen an biologischer 
Komponente in eine derartige Reaktivschichte 

2) Kein (bzw. nur geringtugiger) Aktivitatsverlust bei 
der Imnnobilisierung, d. h. Vermeidung von reaktiven 
Vemetzern, Radikalbildnern, Schwemnetallkataiy- 
satoren sowie Vermeidung von beeintrachtigenden 
Monomeren und Losungsmrtteln. 

3) immobilisierung unterschonenden Bedingungen, 
d. h. bei moglichst niederer Temperatur sowie Ver- 
meidung energiereicher Strahlung 

4) Gewahrleistung einer moglichst hohen Analytper- 
meabilitat bei gleichzeitiger Minimierung der 
Enzymmigratkxi 

5) Aufrechterhaltung der fur die Funktbn des 
Enzyms optimalen Tertiarstruktur 

6) AusschlieBen einer mikrobiellen Befailbarkeit 

7) Gewahrleistung der Kompatibilitat mit biok>gi- 
schen Medien 

8) Minimierung von Haftprc^lematiken (Enzymim- 
mobilisat - sensitive Einheit), hohe Reproduzierbar- 
keit der Immobilisierung 

9) Gewahrleistung einer einlachen Hersteilungs- 
technologie 

10) Modifizierungsfahigkeit dieser Herstetlungs- 
lechnologie 

Aufgabe dieser Ertindung ist es, moglichst alien an- 
gefuhrten Forderungen weitgehend gerecht zu werden. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaQ dadurch ge- 
lost.daO zumindest eine btologische Komponente mit ei- 



nem wasserloslichen oder in Wasser ohne Hilfsmittel 
emulglerbaren Prapolymer vermischt wird, welches eine 
zumindest uber weite Sequenzen unpolare Hauptkette 
aufweist. an welcher direkt oder in Seitenketten potare, 

^ hydrophile Gruppen anhaften, und daB das mit der bio- 
logischen Komponente vermischte Prapolymer bei Tem- 
peraturen von Raumtemperatur bis 70^C, vorzugsweise 
bis40*C uber vernetzungsfahige Gruppen nach Abdun- 
sten des waBrigen Losungsmittels zu einer dreidimen- 

10 sional vemetzenden, hydrophoben Polymermatrix rea- 
giert, in welche die btologische Komponente eingebettet 
ist. 

Insbesondere ist erfindungsgemaB vorgesehen, 
daB ein Prapolymer aus der Gruppe der Polykondensat- 

15 ions-, Potyadditions- und Potymerisationsharze verwen- 
det wird, dessen Hauptkette zur Gruppe der Polyester, 
Polyamkie, Epo^cyharze, Phenolharze. Polyacrylate und 
Polymethacrylate gehort, deren polare, hydrophile Grup- 
pen der Gruppe der Carboxylat-, Amino-, Ammonium-, 

20 Hydroxyl- und Alkoxylgruppen angehoren und deren 
vernetzungsfahige Gruppe aus ein- bis mehrfach unge- 
sattigten Fettsaureestem, p-Diketo-Gruppen, sekunda- 
ren Aminogruppen, geschutzten Isocyanatgruppen. 
Epoxy gruppen, Silanol- und Estergruppen bestehen, so- 

25 wie daB allfallige polare Sequenzen der Hauptkette zur 
Gruppe der Polyoxyalkylene, vorzugsweise Polyoxye- 
thylen der polymerisierten Acryl- und Methacrylsauren 
sowie der Hydroxyalkylacrylate bzw. - methacrylate ge- 
horen. 

30 Zum Unterschied von quen/emetzenden Hydrophil- 
polymeren gemaB Punkt g) bestehen die in der Erfin- 
dung genannten Oligomere bzw Prapolymere aus einer 
unpolaren bzw. uber weite Sequenzen unpolaren Poly- 
merhauptkette, an welcher sich direkt oder an kurzeren 

35 der Hauptkette anhaftenden tentakelartigen Seitenket- 
ten gerade soviele ionische (quarternare Ammonium-, 
Amin- bzw. Gartx5xylatgruppen) bzw polare (-OH, -O [- 
(CR2)„-OU - (n = 2 - 5.m = 1 - 100. R = H. Alkyl. Acryl) 
u. a. Gruppen befinden, daB das Prapolymer gerade 

40 noch wasserloslich, wasserverdunnbar bzw. in Wasser 
ohne Hilfsmittein emulgierbar ist, sowie Gruppen enthalt, 
die unter milden Bedingungen bereits ohne Katalysato- 
ren und ohne Anwendung von energiereicher Strahlung 
nach Abdunsten des Losungsmittels von sich aus zu ei- 

45 nem schwach polaren hydrophoben in Wasser schtecht 
bis maBig quellenden dreidimensional vernetzten Ma- 
trixpolymer reagieren. 

An der Vernetzung selbst sollte die biologische 
Komponente nichl beteiligt sein, je nach Vernetzungstyp 

so is! es erfindungsgemaB jedoch moglich, daB in die Ver- 
nelzungsreaktion der Prapolymere auch periphare, die 
Funktion der biotogischen Komponente nicht beein- 
trachligende Bereiche der biologlschen Komponente 
cinbezogen werden. Es konnen auch Salzbrucken zwi- 

55 schen dem Biopolymer und der ionische Gruppen tra- 
genden Polymermatrix ausgebildet werden und einen 
biopolymerstabilisierenden Efiekt bewirken. 

Ein Immobilisat, bostehendaus in einer Polymerma- 
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trix immobilisierten biobgischen Komponenten, vor- 
zugsweise Enzymen, ist somit erfindungsgemaB da- 
durch gegeben, daB das der Pdymermatrix zugrunde- 
liegende Prapolymer wasserldslich oder in Wasser ohne 
Hiffsmittel emulgierbar ist und eine zumindest uber weite 
Sequenzen unpolare Hauptkette aufweist, an welcherdi- 
rekt Oder in Sertenketten polare hydrophile Gruppen an- 
haften, sowie daO das Prapolymer uber vernetzungsfa- 
hige Gruppen verfugt, welche nach der Polymerisation 
ein dreidjmensionales Netzwerk biklen, in wetohes die 
bidogische Komponente eingebettet ist. 

Zum besseren Verstandnis der Erfindung wird auf 
tolgende Abbildungen venviesen. Es zeigen Fig. 1 fur 
das erfindungsgemaBe Verfahren geeignete Prapoly- 
mere in schematischer Darstellung, Fig. 2 die Vemet- 
zungsreaktbn von geeigneten Prapolymeren via Luft- 
sauerstoff, Fig 3 die Vemetzungsreaktion von enamin- 
vemetzenden Prapolymeren, Fig. 4 eine Oberflachen- 
modifizierung von PVC, Fig. 5 einen erfindungsgema- 
Ben, schichtartig aufget^auten Biosensor, Fig. 6 eine 
Ausfuhrungsvariante nach Fig. 5 (Glukosesensor), Fig. 
7 die Kennlinie eines erfindungsgemaB hergestellten 
BUN (blood urea nitrogen) Sensors, Fig. 8 Sensorbei- 
spiele a bis e. Fig. 9 die Kennlinie eines erfindungsge- 
maB hergestellten Glucosesensors, wobei der Strom 
(nA) uber der Glucosekonzentratk^n auf getragen ist. und 
Fig. 10 eine weitere Ausfuhrungsvariante eines erf in- 
dungsgemaBen Biosensors. 

Es hat sich gezeigt, daB sich fur diese Art der Biop- 
olymerimmobilisierung z.B. wasserlosliche vernetzbare 
Lackkunstharze, deren molekularer Aufbau in Fig. 1 
schematisch dargestellt ist. besonders gut eignen. In 
dieser Darstellung sind die hydrophoben Oligomerket- 
tenanteile mit 1 , die hydrophilen Sequenzen mit 2 und 
die bezuglich der Vernetzung reaktiven Gruppen mit 3 
bezeichnet. Diese Substanzklasse weist Eigenschaften 
auf, die den erfindungsgemaBen Prapolymereigen- 
schaften entsprechen, d. h. sie sind wasserioslich bzw. 
wasserverdunnbar, verfilmen nach Abdunsten des Was- 
sers und vernetzen in weiterer Folge nach Verlust ihres 
Losungsmittels ohne fremdes Zutun bzw. unter milden 
Bedingungen in Gegenwart von Luftsauerstoff bzw. bei 
schwach erhohler Temperatur zu einem mechanisch 
stabilen, wasserbestandigen nur schwach bis maBig 
quellenden, an sich hydrophoben Polymer. 

Beim Trocknungs- und VernetzungsprozeB behalt 
das Polymer gerade soviet Wasser, daB die bblogische 
Komponente in optimal hydratisierter Form. d. h. in Form 
seiner optimalen Wirksamkeit inkorporiert wird. Etwaige 
periphare Fixlerungen schmalern die Aktivitat dieser 
Komponente nicht, vielmehr tragen sie dazu bet, daB die 
Migrationsneigung seibst bei weitmaschigen Vemet- 
zungsslfukluren 2usatzllch reduziert wird. Dabei ist es 
erfindungsgemaB von Vorteil. wenn der Molekuldurch- 
messer der biologischen Komponente um mlndestens 
einen Faktor 3, vorzugsweise um einen Faktor > 10 gro- 
Ber ist als die Maschenweite der dreidimensional ver- 
netzten Polymerrhatrix, sodaB die biologische Kompo- 



nente migrationshemmend in der Pdymermatrix zuruck- 
gehalten wird. 

Zu den erfindungsgemaBen Oligomer- bzw. Prapo- 
lymersystemen sind folgende Substanzklassen zu zah- 
s len: 

Fettsauremodifizierte Polyester (Olalkydharze), de- 
ren Hauptkette sine Poyesterkette darstellt, an der via 
Esterbildung ein- bis mehrfach ungesattigte Fettsauren 
tentakelartig geknupft sind. Die Wasserioslich keit bzw. 

10 Wasseremulgierbarkeit wird durch Einbau ionischer 
bzw. polarer Gruppen in die Hauptkette bzw. durch Ins- 
ertieren hydrophiler Sequenzen in die Hauptkette erzielt. 
Die Vernetzung geschieht via Luftsauerstoff, wobei die 
Fettsaureseitenketten intermolekular uber Peroxidbruk- 

15 ken verknupft sind. Fur die Schaffung der einzelnen 
Strukturelemente konnen folgende Ausgangssubstan- 
zen venArendet werden: Bifunktbnelle Sauren wie Pht- 
halsaureanhydrid, Terephthalsaure, Isophthalsaure, bi- 
funktionelle aliphatische Sauren wie Bemstein-. Adipin- 

20 sowie Sebazinsaure, u. a. bifunktionelle Alkohole wie 
Ethylenglycol, Phopylenglykol, Neopentylglykol, Bk>- 
phenol A, Butytenglykol, Di- und Triethylenglykol. Polye- 
thylenglykol. Polyp ropy lenglykol, Monoglyceride ein bis 
mehrfach ungesattigte Fettsauren, Umesterungspro- 

25 dukte von Lein-, Rizrnen-, Holz-, Tallolen und anderen 
naturlk:hen sowie synthetischen Fettsauretriglyceriden 
mit mehrfunktionellen Alkoholen wie Pentaerrthrrt. orga- 
nische Sauren mit einer Funktk>nalitat > 3 sowie Frucht- 
sauren u. a. 

30 Das Bauprinzip sowie die Vemetzungsreaktion ist in 
Fig. 2 dargestellt. 

Bei der beschriebenen Vernetzung mit Sauerstoff 
kann erfindungsgemaB bei Erhohung des Sauerstoff par- 
tialdruckes auf Werle uber 250 mbar, vorzugsweise auf 

35 Werte uber 500 mbar, die Vernetzungstemperatur unler 
Raumtemperatur, vorzugsweise auf Temperaturen von 
0 bis S'C abgesenkt werden. Dies kann bei der Einbet- 
tung temperaturempf indlicher Enzyme von groBem Vor- 
teil sein. 

40 In einer weiteren Ausfuhrungsvariante der Erfin- 
dung ist vorgesehen, daB als Prapolymer enaminvernet- 
zende Prapolymere. vorzugsweise Polyacrylate Oder 
Polymethacrylate verwendel werden, welche durch Ab- 
dunsten des Losungsmittels Wasser vernetzt werden. 

45 Enamlnvernetzende Polymere sind \m wesentlichen 
mit sekundaren mehrfunktionellen Aminen neutralisierte 
carboxylal- und (J-dikelogruppentragende Polyacrylate 
bzw. Polymethacrylate, bei denen das Oligomer in Form 
einer waBrigen Emulsion vorliegt. Diese daraus gefertig- 

50 ten Oligomer-Biopolymerschichten verfilmen beim Ab- 
dunsten des Losungsmittels zu einer porenf reien dichten 
Matrix, welche bet Raum- bzw. leicht erhohter Tempera- 
tur (50** C) zu etnem transparenlen schwach quellenden 
(die Gewichlszunahme nach 2 Stunden NaBlagerung 

55 betragt maximal 1 5%) Polymerfilm mit eingelagerter bio- 
logischer Komponente vernetzt. Das Vernetzungssche- 
ma ist in Fig. 3 dargeslelll. 

Als bkJtogische Komponente kann bevorzugt ein 
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bzw. mehrere Enzyme aus der Gruppe der Oxidoreduk- 
tasen. vorzugsweise Glucoseoxidase (EC 1.1.3.4), Lac- 
tatoxidase (EG 1.1.3.2) oder Ascorbatoxidase (EC 
1.10.3.3); ein Enzym aus der Gruppe der Hydrolasen, 
vorzugsweise Urease (EC 3.5.1.5), Kreatinase (EC 
3,5.3.3) Oder Kreatininase (EC 3.5.4.21 ) eingesetzt wer- 
den. 

Es ist leicht ersichtlich, daB sowchi Vemetzungs- 
grad ats auch Quellfahigke'rt in Richtung guter Substrat- 
pemneabilltat bei minimaler Migration der biotoglschen 
Komponente uber den Gehalt an vemetzungsfahigen 
Regkxien bzw. Gruppen sowie uber das Vertiattnis po- 
lare zu unpolare Oligomerkettensequenzen steuerbar, 
also Ober die Maschenweite und Hydratisierbarkeit so- 
wohl der Polymerkette als auch der VemetzungsbrQcken 
beekifluBbar ist. 

Zur groBen Familie der wasserverdunnbaren bzw. 
mit W^sser dispergierbaren Oligomere, die im Zuge el- 
ner mikJen Vemetzungsreaktion hydropliobisiert wer- 
den, gehoren ferner: 

Silikonharzmodifizierte Olalkydharze = Fettsaure- 
modifizierte Polyester-Silikon-Copolymerisate, Isocya- 
natharze mit geschOtzter Isocyanatgruppe, Epoxyharze 
mrt hydrolysegeschutzter Epoxyfunktbnalrtat sowie 
samtliche Hybridharze, deren Merkmale jenen der fur die 
erfindungsgennaBe immobiiisierung von Biopolymeren 
befahigten Oligomeren entsprechen. 

Wie bereits erwahnt, finden die Vemetzungsreaktio- 
nen nach Vertust des Losungsmrttels, d. h. im Zuge der 
Annaherung der reaktiven Gruppen bererts bei Raum- 
temperatur statt, d. h., sie konnen. mussen jedoch nicht 
zusatztich katalysiert warden. Im Falle der oxidativen 
Trocknung von Olalkydharzen kann die Vemetzungsre- 
aktion durch Erhdhung des Sauerstoffpartialdruckes so- 
wie durch lelchte Ertidhungder Reaktionstemperatur auf 
40*" bis maximal 60° C auch auf einfache Weise be- 
schleunigt werden. 

Kondensationsvemetzende Systeme, wie z. B. die 
enaminvemetzenden p-diketomodifizierten Poly(meth-) 
acrylate zeigen bei schwach erhohter Temperatur eine 
deutlich (orcierte Trocknung. Vakuumbehandlung bzw. 
Absenken der relativen Luftfeuchtigkeit wirken sich so- 
wohl auf Geschwtndigkeit als auch auf den Vemetzungs- 
grad positiv aus. 

Ein generelles Problem bei der Entwicklung von Bio- 
sensoren mit Langzeitstabiiitat in waBrigen Systemen ist 
die Haftung zwischen Immobitisat und Untergrund, wo- 
bei es sich beim Untergrund ledigllch um eine Trager- 
oberflache aber auch um die Oberflache elnes sensili- 
ven Elementes handein kann. Ein erfindungsgemaBer 
Biosensor zeichnet sich nun dadurch aus, daB der Sen- 
sor eine Tragerschrcht aufweist, welche dahingehend 
chemisch modifiziert ist, daB dtese zumindest eine dem 
Prapolymer des Immobilisates analog vernetzungsfahi- 
ge Gruppe zum Zwecke der Haftverbesserung zwischen 
Immobilisat und Tragerschicht aulweisl. 

Im Falle von oxidativ trocknenden Prapolymeren 
kann eine Haftverbesserung z. B. dann erziett werden, 



wenn man den Untergrund durch Immobiiisierung von 
ungesattigten Fettsauren (doppelbindungstragende 
Fettsauren) via Ester oder Amid rrKxJifiziert. 

Die Kombination von Enzymimmobilisatschichten 
5 mit ionensensitiven Elektroden ist dann sinnvoll, wenn 
bei der enzymatischen Umsetzung eines zum Beispiel 
klinisch relevanten Substrates ein Ion entsteht, wek:hes 
mit einer geeigneten ionensensitiven Elektrode gemes- 
sen werden kann. In ubiicher Weise besteht das sensi- 

10 live Element derartiger Elektroden aus einer Mischung 
aus PVC, Weichmacher und geeigneten lonophor. Will 
man eine derartige bnensensitive Membran in Bezug 
auf die Vernetzung mit dem Prapolymer der Enzym- 
schichte funktionalisieren, so modifiziert man den 

IS PVC-Anteil der Membran, d. h. man venwendet statt nor- 
males PVC ein funktionalisiertes (z. B. carboxyliertes 
Polyvinylchlorid der Fa. AWrich-Artikel No. 18,955-3) 
und modifiziert es gemaB den Anforderungen. 

Es hat sich gezeigt, daB enaminvemetzende Oiigo- 

20 mersysteme dann einen guten Haftverbund zu derarti- 
gen ionensensitiven Membranen eingehen, wenn man 
Carboxy-PVC mit Polyaminen der Klasse H2N-(R-NH-)n 
R-NH2 wobei R = (CHg)^,; n = groBer 1 vomehmlich 
1 -3,m = 1 - 1 0) bzw. anderen mindestens eine sekundare 

^5 Amtnogruppe enthaltenden Substanzklassen mit Carbo- 
diimid umsetzt. Bei niederem Carboxylierungsgrad des 
PVC's kommt es durch derartige Modrfizierungen zu kei- 
ner Beeintrachtigung der Elektrodeneigenschaften wie 
Selektivitat, Membranwiderstand, lonophorenaus- 

30 waschbarkeit etc. (s. Fig. 4). 

in einer Weiterbildung der Erfindung ist vorgesehen, 
daB mehrere schichtartig angeordnete Immobilisate vor- 
gesehen sind. wetehe das gleiche Matrixmaterial jedoch 
unterschiedliche biotogische Komponenten aufweisen. 

35 Versieht man ein weitgehend vemetztes Immobilisat mit 
einer weiteren, eine btologische Komponente erhalten- 
den Prapotymerschk^t, so wachst dieses Prapolymer 
nach Abdunsten des Wassers im Zuge der einsetzenden 
Vemetzungsreaktion mit der unteren Schichte zu einer 

40 durch gehenden 3-dimensional vemetzten Polymerma- 
Irix zusammen. 

Auf diese Weise kann man einen in Bezug auf das 
Einbettungspolymer homogenen Schk:htverbund erzeu- 
gen. wobei das bzw. jedes der schichtartig angeordneten 

45 Immobilisate mehrere biologische Komponenten neben- 
einander beinhalten kann. Durch diese MaBnahme ge- 
lingt es in einer Schichte mehrere biokatalytische bzw. 
reaktive Domanen raumlich getrennt.anzuordnen. In zu- 
mindest einem dieser Immobilisate kann man aul diese 

50 Weise auch katalytisch aktive und/oder ladungsableiten- 
de Partikel wie Edelmelallkailoide, reaktive bzw. I^taly- 
tisch wirkende anorganische Partikein, Metallpigmente 
sowie Itchtisollerende Pigmente aber auch Kohlensloff- 
pigmento wie Graphit, Aktivkohle, Glassy carbon, edel- 

55 melalldotierlen Kohlenstoft etc. einbringen. Ziel einer 
derartigen MaBnahme ist die Schaffung von Schichten, 
die biokatalytische sowie fur die Bestimmung eines Ana- 
lyten relevanten bzw. elektrochemisch aktive aber auch 
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elektronenleitende Domanen schichtartig Obereinander 
positioniert enthatten. 

Wie in Fig. Sdargestellt, kann ein derartiger Biosen- 
sor auf einer Tragerschicht 4 mehrere Immcbilisate 
bis S4 aufweisen, welche nach deren Vemetzung eine 
einheitliche Polymermatrix 5 bilden. Die einzelnen Im- 
mobiiisate weisen Enzyme Enz^ bis Enz^ auf. in das Im- 
mobllisat S4 konnen katalytlsche und/oder ladungsablei- 
tende Partikel eingelagert sein. 

Durch diese MaBnahme gelingt es Schichten zu er- 
zeugen, in denen enzymkatalysierte Reaktionskaska- 
den bis hin zum eigentlichen Sensorelement ablaufen 
konnen, im Falle der amperometrischen Bestimmung 
von Substraten, wie z. B. Glucose (s. Fig. 6) ist es mog- 
lich, ein eiektrokatalytisches Etektrodenelement, wel- 
ches auf das bei der enzymatischen Reaktk>n entstehen- 
de Folgeprodukt sensitiv ist, in die Schicht S4 mitzuinte- 
grieren. (Enz^ = Catalase und Enzg = GOD). Das Immo- 
bilisat S4 beinhaitet R und KohlepartikeL 

Als besonders vorteiihaft hat sich ein immobilisat mit 
einer biobgischen Komponente enviesen, welche zu- 
satzlrch ein eiektrokatalytisches Elektrodenelement ent- 
halt. Zu diesem Zwecke wird ein waBriges Oligomer 
samt Enzymsystem mit Platin und Kohlepartikein so ge- 
fullt, daB nach Abdunsten des Wassers und nach Ver- 
netzung des Otigomeren eine leitfahige enzymtragende 
Schbhte entsteht. In dieser Ausgestattungsform ist das 
Enzym an der Kohle-Elektrodenoberflache nk:ht adsor- 
biert gebunden. sondem in den Zwischenraumen des 
porosen Elektroden materials im 3-dimensional vemetz- 
ten Tragerpotymer molekulardispers eingesiegett. Eine 
besondere Ausfuhrungsform hiefur ist die Trankung so- 
genannterelektrokatatytischen Kohlepapiere, bei denen 
edetmetallhattige Kohte (z. B. Glassy carbon) schbhtar- 
tig auf einem Tragen/lies aufgebracht ist (s. Beisp. 7). 

Im tolgenden sind einige Beispiele einer erfindungs- 
gemaBen Enzymimmobilisierung dargesteitt: 

Beispiel 1 

Sensorelement zur Bestimmung von Harnstoff in 
btologischen Medien. wie z. B. in Blut 

Bei der enzymatischen Umsetzung von Harnstoff 
entsteht Ammoniak, demnach kann man einen 
BUN-sensitiven Sensor dahingehend herstellen, indem 
man auf einen pH- bzw. NH4+ Sensor eine erfindungs- 
gemaBes Urease-lmmobilisat aufbringt. In diesem Bei- 
spiel soil die Kombinatk>n Ureaseimmobilisat und am- 
moniumsensrlive Elektrode dargestelll werden. 

a) Herstellung eines mit sekundaren Aminogruppen 
modifizierlen PVC 

10 g Carboxy-PVC (Carboxy-Gehalt 1.8% - Aldrich 
Chem.Corp.) werden in iSOmlTHF (Flukapuriss. pa)ge- 
lost und mi! 600 mg Dicyclohexylcarbodiimid (Fluka) so- 
wic 500 mg Bishexamethylontriamin (l\^erck) vorsetzt. 



Nach 48-stundigem Ruhren bei l^umtemperatur wird 
die Reaktionslosung in 1000 ml Aceton eingebracht und 
das modifizierte Polymer durch Zusatz von 250 ml de- 
stilliertem Wasser gefullt. Die Fullung wird abfiltriert, mit 
5 Aceton, Ethanol und dest. Wasser gewaschen und nach 
2-stundigem Suspendieren in Ethanol abgenutscht. 
Nach N^kuumtrocknung erhalt man ein beigegefarbtes 
flocklges Putver. 

10 b) Herstellen der ammoniumsensitiven Membran 

300 mg Amino-PVC werden mit 10 mg Nonactin, in 
3,5 g Tetrahydrofuran (Fluka puriss. pa) gelost und mit 
660 mg Bis(1-butylpentyl)adipat versetzt. 
IS Diese MembranflOssigkeit kann z.B. in das Mem- 
branfenster eines Elektrodengehauses (siehe DE 2 854 
444 C2) eingebracht bzw. mit einem planen leitenden 
Untergrund fest kontaktiert werden. 

20 c) Immobilisierung des Enzyms 

In 1 ml physiologischen Phosphatpuffer (pH 7,4) 
werden 0,5 ml einer waBrigen ketiminvernetzenden Po- 
tyacrylatemulsion (Harzgehalt = 40%) eingebracht und 

25 mit 100 mg Urease (von der Schwertbohne - 1 24 U/mg; 
Fluka) versetzt. Diese Mischung ist lagerstabil und kann 
einige Wochen bei 0 bis +4**C gelagert werden. Die Mi- 
schung wird mit einem Dispensor auf die ammoniumsen- 
sitive Membran aufgetropft und eine Woche bei Raum- 

30 temperatur Oder 2 Tage bei 35 bis 40°C gelagert. 

Der Enzymaktivitatstest zeigt, daB wahrend des 
Vemetzungsprozesses ein Aktivitatsverlust von lediglich 
10 bis 1 5 % zu beobachten ist. bei weiterer NaBlagerung 
in einem physiologischen Puffersystem konnte kein wei- 

35 terer Aktivitatsverlust mehr festgestellt werden. Vergli- 
chen mit ammoniumsensitiven Membranen, die nicht- 
rTKxiifiziertes PVC als Membranpotymer beinhalten, 
zeigt der erfindungsgemaBe Verbund aus Elektroden- 
membran und Imnnobilisat selbst bei NaBlagerung im 

-^0 Puffermedium eine sehr gute Haftung, so kann die Im- 
mobilisatschichte von der ammoniumsensitiven Mem- 
bran nur unter gleichzeitiger Zerstorung derselben ent- 
fernt werden. Die Wasseraufnahme durch Quellung der 
Immobilisatschrchte ist maBig und betragt nach mehr- 

45 stundiger Lagerung im physiologischen Puffersystem 
14%. Dieses Faktum gewahrleistet eine gute Ammoni- 
umpermeabilitat, aufgrund der Sensorstabilitat kann auf 
eine echte Enzymimmobilisierung geschlossen werden. 
Fig. 7 zeigt eine Kennlinie einer erfindungsgemaBen 

50 BUN (blood urea nitrogen) Elektrode, wobei die 
BUN-Konzentration uber der Potentialdiflerenz aufgo- 
tragen ist. 

55 
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Beispiele 2 bis 6 

Sensorelement zur Bestimmung von Glukose in 
biologischen Medten 

Bel der Umsetzung von Glukose in Gegenwart von 
Glukoseoxidase und bei Abwesenheit von Mediatoren 
entsteht Gluconolacton sowie Wasserstoffperoxid am- 
perometrisch, wek:hes wiederum anodisch zu Sauer- 
stoft oxidiert werden kann. Der dabei flieBende Strom 1st 
ein Ma3 fur den Glukosegehalt der Probe. Im folgenden 
seien einige Beispiele fur die Anwendung eines aus 
mehreren tmmobillsaten gemaB vorliegender Erfindung 
aufgebauten Sensorelementes dargestetlt. 

Herstellung der Ausgangskomponenten: 

a) Herstellung von Leinotfettsaureamidohexylamin: 



Losung bei Raumtemperatur unter Inertgas geta- 
gert. 

f ) 1 g Olalkydharz 40% in Wasser werden mit 0,05 g 
5 Catalase (EC 1.11.1 .6-5.000 Units/g) vermischt und 

die so entstandene Harz-Enzymlosung im Kuhl- 
schrank unter Inertgas getagert. 

g) 0,5 g Kaliumhexachloroplatinat (IV) wird in etwa 
10 ml Wasser gelost und mit einem geeigneten 
Reduktionsmittel zu einer braunen Platinkolloidsus- 
pension reduziert. Nach grundlichem Dialysieren 
wird die Kolloidsuspension im Verhaltnis 1 : 2 mit 
dem Olalkydharz vermischt und bei Raumtempera- 
tur unter Schutzgas gelagert. 

Sensorbeispiele: 



10 



IS 



0,2 nrK>l Leinolfettsaure (techn.) werden mit 0,2 mol 
1 ,6-Diaminohexan (pa Merck) und 0,2 nrK>l Dicydohexyl- 
carbodiimid (Ftuka) in einem Liter Ethylacetat unter In- 
ertgas bei Raumtemperatur umgesetzt. Nach Beendi- 
gung der Reaktion wird der entstandene Dicyclohexyl- 
hamstoff abfiltriert und die organische Phase mit einer 
verdunnten Kaliumchloridlosung mehrmals gewaschen. 
Nach Trocknen uber Na2S04 wird unter Schutzgasbe- 
aufschlagung solange eingeengt, bis ein braunliches 6l 
zuruckbleibt. Das Reaktionsprodukt wird Ober Cateium- 
oxid unter Argon gelagert. 

b) Tragermaterial: 



Auf den Sensortrager 4 mit einer Goldableitung G, 
hergesteltt gemaB Punkt b), wird mit einem 200-400)im 
Spacer die Pastenformulierung PI (gemaB c) so aufge- 
bracht, daB die Schichte die Gold-Ablertbahn G kontak- 
tiert. Nach einem mehrstundigen Trocknungsschritt bei 
Raumtemperatur wird die GOD-Prapotymermischung 
GP (nach Punkt e) in einer Schbhtstarke von etwa 30 
-lOO^m (NaBfllm) aufgebracht (Fig. 8a). Die Aus- 
schnittsvergroBerung der Schicht Pi zeigt Pt-Kohle-Par- 
tikel 10. Graphitpartikel 10* und das vemetzte Polymer 
12. 



. Beisplel 2 
20 
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Mit einer Gokl-Ableitbahn besputterte Polymethyl- 
methacrylatptattchen werden mit 35 voiumsprozentiger 
Schwefelsaure oberflachlich hydrolysiert und in einer 
das Tragerplattchen nicht zu stark anquellenden L6- 
sungsmittelmischung mit LeinolfettsaureamkJohexyl- 
amin und Dk:ydohexylcarbodiimki (Fluka) 24 Stunden 
bei Raumtemperatur und unter Inertgas umgesetzt. Die 
Plattchen werden mit Benzin gewaschen und sofort wet- 
ter verarbeitet. 

c) 1g mit ungesattigten Fettsauren modifizierter 
Polyester (Olalkydharz der Fa Vianova 40%ig in 
Wasser) werden mi! 0,5 g Platin 10% auf Akilvkohle 
(Ftuka) sowie mit 0,5 g Graphit (Merck) vermischt 
und mit soviel Wasser versetzt. daB eine mit einer 
Laborschwingmuhle bearbeitbare Paste entsteht. 
Die aufgeschlossene Paste laBt sich bei Raumtem- 
peratur unter Inertgas lagern. 

d) 1g der Paste (C) wird mit 0,05 g Glukoseoxidase 
(EC 1.1.3.4-15.000-25.000 Units/g) vermischt und 
bei Raumtemperatur unter Inertgas gelagert. 

e) lg Olalkydharz 40% in Wasser werden mil 0,05 
bis 0.1 g GOD (EC 11 3.4-15.000-25.000 Units/g) 
vermischt und die entstandene Harz-Enzym- 



Beispiel 3 

35 Vorgangsweise wie bei Beispiel 2, nach Antrocknen 
der GOD-Prapolymerschichte GP werden etwa 30 - 
lOOfxm (bezogen auf NaBfilm) der Catalase-Prapoly- 
mermischung CP (nach Punkt f) aufgebracht (Fig. 8b). 



Wie Beispiel 3, anstelle der Catalase-Prapolymerlo- 
sung wird die Platinkolloid-Prapolymermischung PP 
(nach Punkt g) aufgebracht (Fig. 8c). 

Beispiel 5 und 6 

Die Paste P2 (gemaB Punkt d) wird auf das Trager- 
plattchen 4 analog Paste Pi in den Beispielen 2-4 auf- 
gebracht und nach Antrocknen analog Beispiel 3 bzw. 
Beispiel 4 mit den Formulierungen CP PP iiber- 
schichtet (Fig. 8d und 8e). 

Samtliche Sensorvarianten werden mehrere Stun- 
den bis mehrere Tago in einer Og-angereicherten Atmo- 
sphare bzw. an Lutl der oxidaliven Trocknung unlerwor- 
fen und nach vollstandigem Vernetzen in einem physio- 
logischen Puffer gelagert Das zusatzliche Autbringen 
der Catalase- bzw. Platinmetall-Kolloidschichte ermog- 



40 Beispiel 4 



50 



55 



7 



13 



EP0707 064A2 



14 



licht zum einen eine Probngierung des linearen Berei- 
ches. zum anderen wird - was Forderung fur die in vivo 
Messung ist - verhrndert, daB H2O2 in den Probenraum 
abdiffundtert. 

In Fig. 9 ist ein Diagram Strom versus Glukosekon- 
zentration in einem physiobgischen Puffer dargesteltt. 

Beispiel 7 

GemaB Fig, 10 wird ein Kunststofftrager 6 mit einer 
topfartigen Vertief ung 7 so mit Gold besputtert. daB die 
Oberflache des vertieften Bereiches mit der Kontaktie- 
rungsstelle 8 des Sensortragers erne elektrisch leitende 
Einheit wird. In diese Vertief ung 7 wird ein Scheilxhen 
9 bestehend aus R-Kohle auf einem Tragervlies einge- 
preBt. 100 mg Lactatoxidase v. Pediococusspecies (L 
0638 Sigma - 30 Units/mg) werden in 1 ml physiobgi- 
schen Phosphatpuffer gelost und mit 0,5 ml enaminver- 
netzendem Polyacrylal-Prapolymer (40% in Wasser) 
vermischt. 

Die eingepreBte Pt-Kohleelektrode wird mit der En- 
zym/Prapolymerlosung getrankt, bei Raumtemperatur 
getrocknet und vemetzt. Inder AusschnrttsvergroBerung 
sind mit 10 die mikroporosen Pt-Kohle-Partikel und mit 
11 das Enzympolymer bezeichnet. 

Das resultierende Sensorelement (Fig. 10) zeigt in 
Bezug auf StromfluB Linearitat bis zu einer Lactatkon- 
zentration von 15 mmol^l und besitzt. vergfichen mit ei- 
nem Sensorelement, bei dem die Lactatoxidase auf dem 
identen R-Kohlenstoff-Elektrodenmaterial adsorptiv ge- 
bunden ist, eine um den Faktor >5 hohere Betriebsle- 
bensdauer. 



Patentanspruche 

1. Verfahren zur Immobilisierung von bbbgischen 
Komponenten, vorzugswetse von Enzymen, in einer 
Polymernnatrix, dadurch gekennzeichnet, daB 

zumindest eine biologische Komponente mit einem 
wasserloslichen oder in Wasser ohne Hilfsmittel 
emutgierbaren Prapoiymer vermischt wird. webhes 
eine zumindest uber weite Sequenzen unpolare 
Hauptkette aufweist, an webher direkt oder in Sei- 
lenketten polare, hydrophile Gruppen anhaften, und 
daB das mit der bioiogischen Komponente ver- 
mischte Prapoiymer bei Temperaluren von Raum- 
temperatur bis 70*0, vorzugsweise bis 40**C uber 
vernelzungsfahige Gruppen nach Abdunsten des 
waBrigen Losungsmitlels zu einer dreidimensional 
vernetzenden, hydrophoben Potymermalrix rea- 
giert, in webhe die biobgischc Komponente einge- 
bettet ist. 

•2. Verlahren nach Anspruch 1 dadurch gekenn- 
zeichnet, daB cin Prapoiymer aus der Gruppe der 
Polykondensalions-, Polyaddilions- und Polymeri- 
salionsharze verwendel wird, dessen Hauptkette 



zur Gruppe der Polyester, Polyamide. Epoxyharze, 
Phenolharze. Polyacrylale und Polymethacrylate 
gehort, deren polare, hydrophile Gruppen der 
Gruppe der Carboxylat-, Amino-, Ammonium-. 

s Hydroxyl- und Alkoxylgruppen angehoren und 
deren vernetzungsfahige Gruppe aus einbis mehr- 
fach ungesattigten Fettsaureestern, 

p-Dike-to-Gruppen, sekundaren Aminogruppen. 
geschutzten Isocyanatgruppen, Epoxygruppen, 

10 Silanol- und Estergruppen bestehen. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB allfallige polare Sequenzen 
der Hauptkette zur Gruppe der Poiyoxyalkylene, 

IS vorzugsweise Polyoxyethylen der potymerisierten 
Acryl- und Methacrylsauren sowie der Hydroxyalky- 
lacrylate bzw. - methacrylate gehoren. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
20 dadurch gekennzeichnet, daB in die Vernet- 

zungsreaktion der Prapolymere auch periphare, die 
Funktion der bioiogischen Komponente nbht beein- 
trachtigende Bereiche der bioiogischen Kompo- 
nente einbezogen werden. 

25 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3. 
dadurch gekennzeichnet, daB der MoiekOldurch- 
messer der bioiogischen Komponente um minde-' 
stens einen Faktor 3, vorzugsweise um einen Faktor 

30 > 10 groBer ist als die Maschenweite der dreidimen- 
sional vernetzten Polymermatrix, sodaB die bblogi- 
sche Komponente migrationshemmend in der Poly- 
mermatrix zuruckgehatten wird. 

3S 6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB als Prapoiymer 
fettsauremodifizierte Polyester (Olalkydharze) ver- 
wendel werden. welche mittels Luftsauerstoff ver- 
netzt werden. 

40 

7. Verfahren nach Anspruch 6. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB bei Erhohung des Sauerstotfpartial- 
druckes auf Werte uber 250 mb. vorzugswetse auf 
Werte uber 500 mb, die Vernetzungstemperatur 

45 unler Raumtemperatur, vorzugsweise auf Tempera- 
luren von 0 bis 5**C abgesenkt wird 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB als Prapoiymer 

50 enaminvernelzende Prapotymere, vorzugsweise 
Polyacrylale oder Polymelhacrylale verwendel wer - 
den, welche durch Abdunsten des Losungsmitlels 
Wasser vernelzt werden. 

55 9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, daB als biologische 
Komponente ein Enzym aus der Gruppe der Oxido- 
reduklascn cingcselzt wird. 
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10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zelchnet, daQ als Enzym Glucoseoxidase (EC 
1.1.3.4), Lactatoxidase (EC 1.1.3.2) oder Ascorfoat- 
oxidase (EC 1.10.3.3) eingesetzt wind. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, daB als biologische 
Komponente ein Enzym aus der Gruppe der Hydro- 
lasen eingesetzt wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Enzym Urease (EC 3.5.1.5), 
Kreatinase (EC 3.5.3.3) Oder Kreatininase (EC 
3.5.4.21 ) eingesetzt wird. 

13. Immobilisat, bestehendaus in einer Polymermatrix 
immobilislerten biobgischen Komponenten, vor- 
zugsweise Enzynnen, dadurch gekennzeichnet, 
daB das der Polymernnatrix zugrundeliegende Pra- 
polymer wasserloslich Oder in Wasser ohne Hilfsmit- 
tel emulgierbar ist und eine zumindest uber weite 
Sequenzen unpolare Hauptkette aufweist, an wel- 
cher direkt oder in Seitenketten polare hydrophile 
Gruppen anhaften, sowie daB das Prapotymer uber 
vemetzungsfahige Gruppen verfugt. welche nach 
der Polymerisation ein dreidimensk)nales Netzwerk 
bilden, in welches die bk>k}gische Komponente ein- 
gebettet Ist. 

14. Immobilisat nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Prapolymer ein Polymer aus der 
Gruppe der Poiykondensations-, Poiyaddrtions- und 
Polymerisationsharze ist, dessen Hauptkette zur 
Gruppe der Polyester, Polyamide, Epoxiharze, Phe- 
nolharze, Polyacrylate und Potymethacrylate 
gehort, deren polare, hydrophile Gruppen der 
Gruppe der Carboxylat-. Amino-. Ammonium-, 
Hydroxyl- und Alkoxylgruppen angehoren und 
deren vemetzungsfahige Gruppe aus einbis mehr- 
fach ungesattiglen Fettsaureestern, p Oiketo-Grup- 
pen sekundaren Aminogruppen, geschutzten Iso- 
cyanatgruppen, Epoxygruppen, Silanol- und Ester- 
gruppen bestehen. 

15. Immobilisat nach Anspruch 13 oder 14. dadurch 
gekennzeichnet, daB allfallige polare Sequenzen 
der Hauptkette zur Gruppe der Polyoxyalkylene, 
vorzugsweise Polyoxyethylen der polymerisierten 
Aery I- und Methacrylsauren sowie der Hydroxyalky- 
lacrylate bzw. - methacrylate gehoren. 

16. Immobilisat nach einem der Anspruche 13 bis 15. 
dadurch gekennzeichnet, daB die Polymermatrix 
ein Olalkydharz ein Polyacrylat oder ein Polyme- 
thacrylat ist. 

17. Biosensor mil einem Immobilisal nach einem der 
Anspruche 13 bis 16, dadurch gekennzeichnet. 



daB der Sensor eine Tragerschicht (4) aufweist, wel- 
che dahingehend chemlsch nrxxdifiziert ist, daB 
diese zumindest eine dem Prapolymer des Immobi- 
lisates (S^, S2, S^, S4) analog vemetzungsfahige 
s Gruppe zum Zwecke der Haftverbesserung zwi- 
schen Immobilisat und Tragerschicht (4) aufweist. 

18. Biosensor nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB mehrere schichtartig angeordnete 
10 Immobilrsate (S-i , Sg, S3, 84) vorgesehen sind, wel- 
che das gieiche Matrixmaterlal (5) jedoch unter- 
schiedliche biobgische Komponenten (Enz^, Enz2. 
Enzs) aufweisen. 

15 19. Biosensor nach Anspruch 18, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das bzw. jedes der schichtartig ange- 
ordneten Immobilisate (S^ , S2. S3, S4) mehrere bio- 
logische Komponenten beinhaltet. 

20 20. Biosensor nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB mehrere biologische Komponenten 
in Form eines Muttienzymsystems vorgesehen sind. 

21. Biosensor nach einem der Anspruche 17 bis 20, 
25 dadurch gekennzeichnet, daB in das Immobilisat 

(S4) katatytische und/oder ladungsableitende Parti- 
kej eingelagert sind. 

22. Biosensor nach Anspruch 21, dadurch gekenn- 
30 zeichnet, daB es sich bei den katalytisch aktiven 

Partikein um Edelmetallkolloide bzw. Edelmetallpig- 
mente handett. 

23. Biosensor nach Anspruch 21. dadurch gekenn- 
35 zeichnet, daB es sich bei den katalytisch aktiven 

Partikein um Manganoxid handelt. 

24. Biosensor nach einem der Anspruche 21 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei den leit- 

40 fahigen Partikein um Graphit, Glaskohle Oder Aktiv- 
kohle handelt. 
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